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(57) Abstract: The invention 
relates to a method for analysing 
a liquid sample by the injection 
thereof in a feedback loop which is 
coupled to lighting and detecting 
means consisting in filling a 
feedback loop (42), which forms 
a transparent tube to which 
detecting means is connected, 
with the minimum volume of an 
analy sable sample, in injecting 
the fixed volume of at least one 
type of reagent into said feedback 
loop (42), detecting the level 
of a filtered light by means of 
said detecting means (41) and in 
removing the reagents contained in 
the feedback loop (42). A system 
for analysing a liquid sample is 
also disclosed. 

(57) Abrege : La presente 
invention concerne un procSde" 
d'analyse d'un echantillon liquide 
par injection de celui-ci dans une 
boucle de reaction couplee a des 
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moyens d'eclairage et a des moyens de detection, qui comprend les Stapes suivantes - remplissage d'une boucle de reaction (42) 
par un volume minimal de l'echantillon a analyser, cette boucle de reaction formant un tuyau transparent auquel sont couples ces 
moyens de detection, - injection d'un volume fixe d'au moins un leacuf dans la boucle de reaction (42), - detection de niveaux de 
lumiere filtree a l'aide des moyens de detection (41), - evacuation des reactifs situSs dans la boucle de reaction (42). La presente 
invention concerne 6galement un systeme d'analyse d'un Echantillon liquide. 
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PROCEDE ET SYSTEME D' ANALYSE D'UN ECHANT I LLON LIQUIDE 

DESCRIPTION 

DOMAINE TECHNIQUE 

5 L' invention concerne un proc6d6 et un 

systeme d' analyse d'un 6chantillon liquide. 

Le domaine d' application de cette invention 
est celui des m6thodes d' analyse de liquides. Plus 
specif iquement, l'invention s' applique a 1' analyse 
10 automat isee de liquides en 6coulement ou de liquides 
statiques (6chantillons pr£lev6s) . 



ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

1/ analyse FIA (« Flow Injection 

15 Analysis ») , ou analyse par injection d'analyte dans le 
flux liquide d'un porteur (ou fluide vecteur dans la 
suite) , concerne une f amille de techniques analytiques 
dont l'une est d<§crite dans le document reference [1] 
en fin de description. Un premier principe commun & 

20 toutes les mgthodes analytiques mises en oeuvre en 
analyse FIA est la dispersion contr616e d'un liquide 
dans un flux de liquide vecteur. La dispersion combine 
des effets de diffusion et des effets de dilution lors 
de l'6coulement dans un tuyau de petit diam^tre. 

25 Cette dispersion a lieu notamment lorsque 

une zone restreinte d'un liquide present dans un tuyau 
k une concentration donn6e est introduite dans un flux 
de liquide vecteur, gr§ce k la difference des vitesses 
d'ecoulement entre les bords et le centre du tuyau. En 

30 m§me temps , la diffusion dilue les parties extremes de 
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la zone creant ainsi un gradient de concentration, 
surtout aux extremites. 

La comprehension des phenomenes de 
dispersion et des reactions chimiques qui s'y rajoutent 
5 est encore incomplete. Cependant, la plupart du temps, 
une comprehension poussee des phenomenes n'est pas 
necessaire en vertu d'un second principe commun a 
toutes les methodes analytique mises en oeuvre en 
analyse FIA : la tres bonne reproductibilite. En effet, 
10 avant la mise en ceuvre de 1' analyse FIA, il <§tait 
souvent necessaire d'obtenir, dans le precede 
analytique, des reactions chimiques completes afin 
d'atteindre des reproductibilites comparables . 
L' analyse FIA ne laisse souvent pas un delai suffisant 
a des reactions completes, mais assure un temps de 
reaction identique et reproductible pour chaque 
analyse. Ainsi, chaque portion de 1' echantillon subit 
des traitements differents, mais de facon reproductible 
entre les echantillons . il s'agit d'une avancee 
significative dans 1' analyse automatisee, notamment du 
fait de la reduction des temps d' analyse et 
l'allegement des interventions de l'utilisateur . 

Les premieres applications de 1' analyse FIA 
utilisent un flux continu dans une seule direction : 
25 une zone de 1' echantillon est injectee dans le flux 
continu d'un fluide vecteur. Au cours du temps, le flux 
continu cree le melange permettant a la reaction du 
precede analytique d' avoir lieu pour engendrer des 
especes detectables. Comme illustre sur les figures la 
et lb, cette technique necessite une pompe 10, une 
valve d' injection a deux voies 11, un detecteur en 
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ligne 12 et une boucle de reaction 13. Cette boucle 13 
est constitute du tuyau separant la valve d' injection 
11 du detecteur 12. L' introduction de 1' Echantillon a 
analyser se fait par 1' entree E. s represente la sortie 
des effluents. Le choix des caracteristiques de la 
boucle (dimensions et forme) depend du procede 
analytique consider**. Le volume mort du detecteur est 
suffisamment faible pour la resolution demandee. Les 
caracteristiques de 1'ecoulement doivent etre 
constantes et reproductibles . Ceci impose souvent un 
diametre de tuyau constant. La frequence analytique est 
imposee par les caracteristiques de la dispersion : 
elle est ainsi limitee afin d'eviter toute pollution 
entre echantillons successifs. 

Les figures la et lb representent une 
sequence analytique typique. Dans un premier temps 
illustre sur la figure la, 1' echantillon est passe dans 
une boucle d' injection jusqu'a ce que le contenu de la 
valve d' injection 11 soit representatif de celui-ci. 
Comme illustre sur la figure lb, la valve d' injection 
11 est ensuite commutee pour permettre 1' injection du 
contenu de la valve dans le flux de reactif. 
L' echantillon est ensuite disperse dans le tuyau 13 par 
le flux continu pour etre detecte dans le detecteur 12 
25 lors de son passage. 

Les avantages de la technique d' analyse FIA 
par rapport aux techniques anterieures sont une plus 
forte frequence analytique, une plus faible 
consommation d' echantillon et une tres bonne 
reproductibilite. Ses d<§savantages sont une plus grande 
consommation de react if s, une plus grande consommation 
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de fluides vecteurs et une forte complexity des 
sequences pour des precedes necessitant plusieurs 
6tapes de traitement- Les r<§actifs suppl^mentaires 
necessaires h la reaction chimique du procede sont 
5 introduits par des jonctions dans le flux de fluide 
vecteur. Chaque react if doit ainsi §tre introduit par 
une derivation, et possdsde done un <§l<§ment de pompage 
qui lui est propre^ 

L' analyse FIA telle que d(§crite ci-dessus 

10 est largement utilis6e en analyse automatis<§e et 
contribue a, la grande majorite des publications dans le 
domaine.. Une des avanc^es issue de la technique de 
l f analyse FIA est 1' analyse par injection sequentielle. 

1/ analyse par injection s£quentielle ou 

15 analyse SIA (« sequential injection analysis ») et 
1' analyse FIA ont en commun le principe de dispersion 
et le maniement des fluides de fagon reproductible. 
L' analyse SIA apporte, en plus, une utilisation d'un 
flux bidirectionnel et des p<§riodes d'arr§t du fluide. 

20 En outre, la valve k deux positions de 1' analyse FIA 
est remplacee par une valve multidirectionnelle. 
1/ analyse SIA peut ainsi analyser des solutions en 
utilisant des proc6des chimiques plus compliqu6s, tout 
en conservant des composants technologiques 

25 relativement fiables. 

Les figures 2a k 2c, qui illustrent un 
syst^me classique d' analyse SIA, repr^sentent une valve 
multidirectionnelle 20, une boucle de melange 21, et un 
d^tecteur 22, une boucle de retention 23 et une pompe 

30 bidirectionnelle 24* 

En general l r analyse est effectu6e en trois 
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sequences. La premiere sequence est le rempli ssa ge du 
systeme par une solution vecteur, par exemple de l'eau 
desionisee. L'objet de cette sequence est de pourvoir 
le systeme d'un vecteur inerte capable de transporter, 
y compris lors des inversions de flux, les zones de 
1' echantillon a analyser. La seconde sequence, comme 
illustree sur les figures 2a et 2b, est Inspiration 
alternee de zones d' echantillon, et du (des) reactif(s) 
necessaire(s) R pour le precede analytique sous la 
forme d'un train de zones, le tout etant dispose dans 
la boucle de retention 23. La troisieme sequence, comme 
illustree sur la figure 2c, est la dispersion de ce 
train de zones dans la boucle de melange 21 suivi du 
passage devant le detecteur 22. La formation d'un train 
15 de zones d' echantillon et de reactifs ne necessite 
l'emploi que d'une seule pompe 24, contrairement au cas 
general de 1' analyse FIA. Cependant, elle doit integrer 
des contraintes supplement aires liees au flux 
bidirectionnel . 

20 Les avantages de 1' analyse SIA par rapport 

a 1' analyse FIA sont les suivants : un nombre plus 
restreint de composantes technologiques permettant 
1' application de precedes plus compliques, une plus 
grande flexibility apportee par la possibilite 
25 d' inversion du flux et une plus grande facilite 
d' optimisation sans necessiter de recSblage. Cependant 
les volumes necessaires, notamment en fluide vecteur, 
sont importants : typiquement 10 a 100 fois plus 
importants que les volumes de reactifs. 

Plus recemment, une possibilite d' analyse 
sequentielle sans solution vecteur a ete proposee, 
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1' analyse par CSIA. (« carrier-less sequential 
injection analysis » ou « analyse par injection 
sequentielle sans porteur ») . L' analyse CSIA, decrite 
par exemple dans le document reference [2], inclut les 
5 avantages de 1' analyse SIA, dont le faible nombre de 
composantes technologiques, et £vite les dEsavantages 
potentiels de 1' utilisation d'un fluide vecteur qui 
sont, entre autres, un volume d' effluent analytique 
61ev6 lie au facteur de multiplication entre les 
10 volumes de r^actifs et de solution vecteur. 

Un syst^me classique d' analyse CSJA se 
presente de fagon analogue au systdme illustre sur les 
figures 2a h 2c. Cependant la sequence analytique est 
diffdrente. Elle est, en g<§n<§ral, effectuee selon les 
15 Stapes suivantes : la boucle de retention 23 est 
remplie d'analyte par aspiration par la pompe 24. One 
portion de l'analyte est refoul<§e en direction de la 
boucle de melange 21 et du d^tecteur 22. L' aspiration 
de l'analyte est completee. Ensuite, les reactifs sont 
2 0 aspires par basculement de la vanne multivoies 20. Un 
nouveau basculement de cette vanne 20 permet k la pompe 
24 de refouler le r<§actif et l'analyte successivement 
dans la boucle de melange 21 et le dEtecteur 22. 

Par rapport k 1' analyse SIA, 1' Elimination 
25 du fluide vecteur a pour consequence 1' utilisation d'un 
volume plus important d'analyte et une retention dans 
une boucle suffisamment volumineuse. 

La mise en oeuvre de m<§thodes analytiques de 
titrage (ou analyses volumStriques) par ces techniques 
30 de dispersion contr616e n<§cessite l'emploi de 
composants techniques additionnels . Comme illustr<§ sur 
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la figure 3a, une solution technique consiste a 
utiliser une chambre de melange 30, situee entre la 
zone d' injection 31 et le detecteur 32, la pompe etant 
referencee 33. Lorsqu'un constituant est ajoute a un 
5 autre deja present dans la chambre de melange 30, un 
gradient de concentration permettant le titrage est 
obtenu a la sortie de cette chambre 30, avant le 
passage devant le detecteur 32. Une autre solution 
consiste a utiliser deux pompes a debits variables de 
10 facon suffisamment precise : une pompe delivrant 
1'analyte, 1' autre le titrant. Une boucle de reaction 
realise un melange partiel ou complet des solutions 
avant le passage devant une cellule de mesure en ligne. 
Le titrage s'effectue ensuite par 1' etablissement d'un 
15 gradient: le debit (ou la concentration) du titrant (ou 
de 1'analyte) varie de facon continue dans le temps, 
d'autres proprietes du melange etant maintenues 
constantes. Une telle solution, necessitant des mesures 
individuelles successives, est consommatrice de temps. 
Le grand nombre de mesures individuelles n'en fait pas 
r^ellement une m<§thode continue.. 

Certaines solutions decrivent des 
techniques de titrage en continu par injection du 
titrant a des endroits geometriques definis le long 
25 d'un capillaire, dans leguel circule en permanence 
1'analyte. Comme decrit dans le document reference [3] 
et comme illustre sur la figure 3b, 1'analyte circulant 
dans un capilaire entrant en E, recoit a chaque lieu 
d' injection un debit de titrant T. Apres chaque ajout 
consecutif et apres sa reaction chimique complete, 
l'etat du melange est mesure par un detecteur 35. Les 
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ajouts consecutifs sont poursuivis jusqu'S. 1' epuisement 
de l f analyte. Une pre-dilution est n^cessaire afin 
d' ameiioxer la precision* 

Les volumes de 1' analyte et des' effluents 
5 liquides peuvent etre d'une grande importance, 
notamment dans le cas de prel£vements pouvant presenter 
des risques pour l'homme comme les solutions 
radioactives ou biologiques. Plus g^neralement, ceci 
peut etre le cas de solutions liquides k analyser 

10 issues d'un pre-traitement, par exemple d'une 
concentration, d'une separation ou de toutes operations 
chimiques ne pouvant etre r<§alis6es a plus grande 
echelle, Ceci peut etre egalement le cas de solutions 
de toutes sortes issues de dispositifs sub- 

15 millimetriques dont des puces microf luidiques . 

Pour resumer, souvent les systemes 
analytiques par analyse FIA ne peuvent etre utilises k 
cause de leur grande consommation de liquide vecteur et 
de reactif . Les systemes analytiques par analyse SIA et 

20 CSIA ne peuvent etre utilises non seulement k cause de 
leur grande consommation de fluides en general mais 
aussi a cause de 1' importance des volumes et longueurs 
des boucles de retention et reaction, dif f icilement 
compatibles avec les contraintes exigees par la plupart 

25 des methodes de fabrication des circuits miniaturises. 

De plus les systemes analytiques par 
analyse FIA, SIA ou CSIA n£cessitent 1' utilisation de 
vannes, ce qui est p6nalisant lorsque l'on cherche k 
miniaturiser l f analyse. En effet, 1' installation de 

30 vannes dans des circuits micro-f luidiques n£cessite une 
etape technologique supplement aire non-triviale. Les 
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analyses SIA et CSIA n§cessitent 1'emploi d'une pompe 
bi-directionnelle, qui peut poser certains soucis, 
notamment de d6gazage entrainant la formation de bulles 
de gaz, perturbant grandement la reproductibilite des 
5 analyses surtout lorsque l f on cherche & r^aliser une 
miniaturisation. Les analyses FIA, SIA et CSIA 
n6cessitent 1' injection d'un 6chantillon de fagon 
reproductible, notamment en ce qui concerne son volume, 
ce qui est source de derives analytiques . 

10 Enfin, lorsque le proced£ analytique 

n^cessite des titrages, l'adjonction d'une chambre de 
melange est gen^ralement incompatible avec l'objectif 
fixe de miniaturisation. 

L' objet de 1' invention est d' apporter une 

15 solution technique aux probl&mes soulevds ci-dessus, en 
proposant un proc6d(§ analytique automatisable am«§lior<§ 
par 1' utilisation de moins de volume de reactifs et 
d' analyte, en l f absence de f luide . vecteur, permettant 
d'effectuer des analyses volum6triques, notamment sur 

2 0 un flux continu, le tout sur des longueurs et dans des 
volumes compatibles avec les techniques de fabrication 
de circuits fluidiques miniaturises. 



EXPOSE DE 1/ INVENTION 

25 1/ invention concerne un proc6d6 d' analyse 

d'un <§chantillon liquide par injection de celui-ci dans 
une boucle de reaction coupl^e h des moyens d'eclairage 
et k des moyens de detection, caract£ris6 en ce qu'il 
comprend les stapes suivantes : 

30 - remplissage d'une boucle de reaction par 

un volume minimal de 1' echantillon a analyser, cette 
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boucle de reaction formant un tuyau transparent auquel 
sont couples ces moyens de detection, 

- injection d'un volume fixe d' au moins un 
reactif dans la boucle de reaction, 

- detection par exemple de niveaux de 
lumiere filtree a l'aide de ces moyens de detection, 

- evacuation des reactifs situes dans la 
boucle de reaction. 

Avantageusement on detecte un gradient de 
concentration dans la boucle de reaction. La boucle de 
reaction peut etre un capilaire transparent ou un canal 
microfluidigue. L' evacuation des reactifs situes dans 
la boucle de reaction peut etre effectuee a l'aide de 
l'echantillon restant. Bile peut, egalement etre 
15 effectuee a l'aide de l'echantillon suivant. 

Avantageusement le flux d' echantillon n'est 
pas interrompu ce qui permet une analyse en continu. On 
peut injecter. successivement des volumes fixes de 
reactifs pendant des intervalles de temps pre-def inis . 
20 On peut ainsi realiser une serie de poussees de reactif 
a des debits de l'ordre de 10 a 1000 uL.min -1 suivis 
d'un temps d'attente. On peut realiser une detection 
lineaire le long de la boucle de reaction ce qui permet 
d'obtenir un releve spatial et temporel des reactions 
25 dans 1' ensemble boucle de reaction + moyens de 
detection. On peut egalement realiser une detection 
ponctuelle en un endroit de la boucle de reaction ce 
qui permet d'obtenir un releve temporel des reactions 
en un endroit de 1' ensemble boucle de reaction + moyens 
30 de detection. Dans ce cas on peut utiliser un capteur 
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ponctuel apte a se deplacer le long de la boucle de 
reaction. 

L' invention concerne egalement un syst&me 
d' analyse d'un echantillon liguide comprenant une 
boucle de reaction entre cet echantillon introduit par 
une entree E et au moins un react if, et des moyens de 
detection, caracterise en ce que la boucle de reaction 
est constitute d'un tuyau transparent, et en ce que 
ledit systeme comprend un pousse-seringue dont la 
sortie est reliee a la boucle de reaction permettant de 
delivrer dans cette boucle des doses de cet au moins un 
reactif, et des moyens d'eclairage permettant 
d'eclairer cette boucle de reaction de maniere a ce que 
les moyens de detection enregistrent des niveaux de 
15 lumiere transmise par ladite boucle apres filtrage. 

Le tuyau transparent peut dtre un capilaire 
transparent ou un canal micro-f luidique . Les moyens de 
detection peuvent comprendre une barrette de diodes ou 
deux fibres optiques disposees de part et d' autre de la 
20 boucle de reaction- Avantageusement une pompe 
peristaltique permet 1' introduction de 1' echantillon. 
Avantageusement une micro-vanne peut §tre disposee en 
amont de 1' introduction de 1' echantillon dans la boucle 
de reaction. Un embranchement en forme de T est relie 
respectivement a 1' entree E d' echantillon, au pousse- 
seringue, et a la boucle de reaction. 

Avantageusement 1' invention decrit une 
technique d' analyse qui ne necessite ni fluide vecteur, 
ni de boucle de retention, ni forcement une vanne, ni 
forcement une pompe bidirectionnelle . La boucle de 
reaction est egalement reduite en volume. Ce procede ne 
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n<§cessite pas de connaitre ou de mesurer le volume de 
1' 6chantillon. Son d£bit est 6galement sans consequence 
sur la mesure: 1' dchantillon peut etre introduit au 
coup par coup de fagon al^atoire en debit, en continu 
5 et/ou de fagon gravitaire ou par capillarite. Ce 
proc<§d(§ permet egalement un titrage de solution en 
continu et en ligne, mais aussi de fagon discontinue, 
avec une -injection de r<§actifs & un seul d<§bit . 

Lors d'une analyse, 1' <§chantillon peut §tre 

10 introduit directement dans le dispositif, par une pompe 
ou un Ecoulement gravitaire. II n f est besoin ni de 
connaitre le volume de 1' <§chantillon, ni de contrCler 
rigoureusement sa vitesse d' ecoulement . La boucle de 
reaction et la zone de detection peuvent ainsi etre des 

15 zones d' ecoulement continu de l'analyte. Lorsque l'on 
desire proc<§der k une analyse, le flux d' analyte peut 
Eventuellement §tre arr<§t£ par une vanne simple. Le 
volume fixe de r£actif, parfaitement controls, peut 
etre introduit a une vitesse donn«§e de telle sorte 

20 qu'un gradient de concentration du r<§actif dans 
1' analyte est etabli. Un temps d' attente est souvent 
souhaitable afin que la diffusion homogeneise au moins 
partiellement la solution selon la section du canal. II 
est possible d'injecter de cette fagon, suivant des 

25 chronologies et volumes bien Etablis, 1'un apr£s 
1' autre, d' autres r^actifs ou de nouveau le reactif 
initial, ce qui permet de presenter au niveau du 
d£tecteur non seulement un melange reproductible des 
diffErents rdactifs, mais des gradients de melange de 

30 1' analyte dans les reactif s. II est aussi possible par 
activation precise de la pompe & des debits faibles, de 
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faire passer devant un detect eur ponctuel, de facon 
continue dans le temps, le gradient de melange etabli 
dans la boucle de reaction. Le resultat peut etre alors 
exprime par le laps de temps necessaire pour que le 
detecteur fournisse une valeur fixee a l'avance. 
L' ensemble de detecteurs en ligne peut etre, par 
exemple, un ensemble de conduct imet res, potentiometres 
ou un capteur CCD lineaire, qui fournissent par exemple 
une position correspondant a la detection d'un niveau 
donne d'un parametre, par exemple celle correspondant a 
la neutralisation d'un acide par une base, ce qui 
permet d' obtenir, par un calibrage prealable a la 
teneur d'un element a analyser. Le capteur ponctuel 
peut aussi etre mobile le long de la boucle de 
15 reaction, par exemple un ensemble de fibres optiques 
montees sur un moteur pas a pas . 



10 



BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

Les figures la et lb illustrent une 
technique analytique typique par analyse FIA. 

Les figures 2a a 2c illustrent une 
technique analytique typique par analyse SIA. 

La figure 3a illustre une technique 
analytique permettant un titrage par obtention, dans le 
temps, d'un gradient de concentration. 

La figure 3b illustre une technique 
analytique permettant un titrage continu. 

Les figures 4a et 4b illustrent un premier 
exemple de mise en ceuvre du procede de 1' invention. 

Les figures 5a et 5b illustrent un second 
exemple de mise en oeuvre du procede de 1' invention. 
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La figure 6a illustre une reponse typique 
d'une barrette a diodes lors d'un dosage suivant la 
technique decrite dans le second exemple. 

La figure 6b illustre une courbe typique 
5 obtenue par la technique decrite dans le second 
exemple, repr<§sentant la position du virement de 
couleur du colorant en fonction de l'acidite sans 
charge de l'analyte. 

Les figures 7a et 7b illustrent un 
10 troisieme exemple de mise en oeuvre du proc6d<§ de 
1' invention. 



EXPOSE DETAILLE DE MODES DE REALISATION PARTICULIERS 

Comme illustre par exemple sur la figure 

15 4a, la pr«§sente invention concerne un systdme d' analyse 
d'un echantillon liquide comprenant une boucle de 
reaction 42, qui est constitute d'un tuyau transparent, 
par exemple un capilaire transparent ou d'un canal 
micro-fluidique, entre cet echantillon entre en E et au 

20 moins un reactif. Un pousse-seringue 43, dont la sortie 
est reliee a la boucle de reaction 42, permet de 
delivrer des doses de cet au moins un reactif dans la 
boucle de reaction. Un embranchement 44 en forme de 
« T » permet 1' introduction de 1' echantillon et du (ou 

25 des) reactif (s) dans la boucle de reaction 42. Des 
moyens d'eclairage, par exemple une diode 
electroluminescente, permettent d'eclairer la boucle de 
reaction 42 de maniere a ce que des moyens de detection 
41, par exemple une barrette de diodes, enregistrent 

30 des niveaux de lumiere transmise par ladite boucle 
apres filtrage, ces niveaux etant representatif s de 



WO 2005/059519 



15 



PCT/FR2004/050693 



10 



caracteristiques de 1' echantillon mises en evidence par 
le melange de celui-ci avec le (ou les) reactif(s). 

Le procede de 1' invention comprend les 
etapes suivantes : 

- remplissage de la boucle de reaction 42 
par un volume minimal de l' echantillon a analyser, 

- injection d'un volume fixe d' au moins un 
reactif dans la boucle de reaction 42, 

- detection de niveaux de lumiere filtree a 
l'aide des moyens de detection 41, 

- evacuation des react if s situes dans la 
boucle de reaction 42. 



On va, a present, etudier trois exemples de 
15 realisations selon 1' invention. 

Premier ex emple ; dosage acido-basioue 

Dans ce premier exemple, comme illustre sur 
les figures 4a et 4b, 1' echantillon est introduit par 
une pompe peristaltique 40. Le detecteur 41 est une 
barrette a diodes alignee sur la boucle a reaction 42, 
qui est dans cet exemple un capilaire transparent, mais 
peut §tre aussi un canal microf luidique . Un colorant, 
le bleu de bromothymol (BBT) est dilue dans une base 
(NaOH) contenue dans la seringue d'un pousse-seringue 
43. 



20 



25 



Le pousse-seringue 43, muni d'une seringue 
de typiquement 100 a 500 uL, est capable de delivrer 
des doses de l'ordre de 1 pL de fagon suffisamment 
30 precise. La seringue est couplee en sortie au 
capillaire 42. L' echantillon issu de la pompe 
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peristaltique 40 rencontre en un embranchement en forme 
de T 44 le capillaire 42 fixe en sortie du pousse- 
seringue 43. Cet embranchement 44 est realise par les 
techniques de fabrication microf luidiques . Le 
capillaire 42 en sortie de 1' embranchement T 44, 
constituant la boucle de reaction des methodes 
analytiques FIA et SIA, possede un diametre interieur 
de 100 a 500 pm. Sa longueur est de 0,5 a 10cm. 

La barrette a diodes 41 est eclairee par un 
une diode electro-luminescente, non representee sur les 
figures 4a et 4b. Un filtre, non represents, permet de 
distinguer clairement la coloration bleue du BBT en 
milieu plus basique de sa coloration jaune en milieu 
plus acide . 

15 L'echantillon, dont le debit est 

quelconque, est entre en E et circule a travers 
1' embranchement 44, le capillaire 42 jusqu'a la sortie 
S. Le debit d'echantillon, issu d'un procede chimique 
en aval de la zone de prelevement, est de 0,5 pL.min -1 . 
20 Au moment ou l'on desire obtenir un dosage de 
l'acidite, le pousse-seringue 43 est active a un debit 
de l'ordre de 10 a 1000 pL.min" 1 , delivrant une quantite 
variable mais repetable de colorant, typiquement de 
l'ordre de 0,5 a 10 uL. II s'etablit ainsi un gradient 
25 de concentration dans le capillaire 42 etablissant une 
zone a coloration bleue plus basique, et une zone a 
coloration jaune plus acide. La barrette a diodes 41 
enregistre les niveaux de lumiere filtree donnant ainsi 
des renseignements sur la portion de capillaire 42 en 
face de chaque diode pour un temps donne apres 1' arret 
du mouvement du pousse-seringue 43. Le flux 
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d' echantillon peut etre arr§tE ou non pendant 
1' analyse. Dans cet exemple celui-ci est maintenu. Les 
mesures issues de la barrette 41 le long du capillaire 
42, sont suivies dans le temps. AprEs un Etalonnage de 
5 la rEponse pour chaque ElEment, il est possible de 
donner une valeur de 1' acidity de 1' echantillon. 

Les rEactifs situEs dans le capillaire 42 
sont ensuite EvacuEs par 1' Ecoulement de 1' Echantillon. 
Un volume d' Echantillon suffisant, typiquement 5 yL ou 
10 plusieurs fois le volume de la boucle de reaction 42, 
est necessaire afin d' Eviter un croisement trop 
important entre deux sequences analytiques de mesure. 

Second exemple : dosage de l'acidite libre dans un 
15 milieu charge 

Dans cet exemple, comme illustrE sur les 
figures 5a et 5b, la mEthode analytique utilisee est 
celle du dosage de solutions chargEes par la mEthode & 
1' oxalate . 

20 L' ecoulement de la solution d' Echantillon 

se fait de maniEre gravitaire et capillaire. Un 
Echantillon de quelques dizaines de microlitres est 
prEsentE a 1' embouchure E d'un capillaire 50 en amont 
d'une vanne 51 k l'aide d'un entonnoir ou de tout autre 

25 dispositif permettant le remplissage correct par 
capillar it E et/ou gravitaire sur un faible volume. Le 
volume du capillaire 50 en amont de la vanne 51 est 
d' environ 10 fois supErieur k celui de la boucle de 
reaction 52. La vanne 51, de prEfErence une micro- 

30 vanne, dont le volume mort est trEs infErieur au volume 
de 1' Echantillon situE en amont d'un embranchement en 



WO 2005/059519 

18 



PCT7FR2004/050693 



10 



forme de T 53 , permet d' arret er l'ecoulement de 
l'6chant±llon ou l'ecoulement d' air lorsque 
l r 6chantillon est epuise en amont de la vanne 51. La 
configuration des autres elements est identique au 
premier exemple decrit ci-dessus, si ce n'est 
1' adaptation des f litres utilises au colorant 
consider**. Les reactif s sont de la soude, un colorant 
virant vers pH 5,5 et un complexant, 1' oxalate . Ce 
proc<§de se distingue de 1' exemple pr6c<§dent par la 
presence de plusieurs r<§actifs et par le fait que 
l'6chantillon doit §tre dilue dans le reactif d'un 
facteur compris entre 20 et 500, afin de permettre la 
complexation suffisante de la charge, 

Le debit de 1' 6chantillon k travers 
15 l'embranchement 53, le capillaire 52 et le d^tecteur 54 
est quelconque. II peut <§tre discontinue II est fix<§ 
par la configuration de 1' ensemble. 

Au moment ou l'on desire effectuer le 
dosage de 1' acidity libre, la vanne 51 est ferm£e pour 
20 <§viter toute remont6e de reactif s . Une premiere poussee 
du pousse-seringue 55, active k un debit de 10 k 1000 
pL.min" 1 , d<§livre une quantity fixee a l'avance et 
r^petable, typiquement de l'ordre de 0,5 a 10 pL. Un 
certain moment d' attente est necessaire, typiquement de 
25 l'ordre de 10 secondes, afin d' homog6n6iser tr£s 
partiellement le melange en fonction de la section du 
capillaire 52. Une seconde poussee identique de 
r^actifs dilue de nouveau 1' 6chantillon . D' autres 
combinaisons pouss<§e/temps d' attente peuvent avoir lieu 
ensuite pour tenir compte des acidites ^ analyser. 
Comme dans le premier exemple, un gradient de 
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concentration est etabli le long du capillaire 52. Son 
suivi dans le temps permet de calculer la valeur de 
l'acidite. La figure 6a represente un releve typique de 
valeurs mesurees sur la barrette a diodes en fonction 
de la position de la diode dans la barrette 54 et done 
sur le capilaire 52. La figure 6b represente une courbe 
de reponse typique de la position du point de virage de 
la coloration dans le capillaire 52 en fonction de 
l'acidite de l'analyte, en tenant compte de la 
dispersion des resultats sur 10 mesures faites dans un 
intervalle de temps de une semaine entre la premiere 
mesure et la derniere mesure. 

Les reactifs situes dans le capillaire 52 
sont ensuite evacues par l'ecoulement de 1' echantillon 
restant, par l'ecoulement des bulles de gaz separant 
les echantillons et par l'ecoulement d'une portion de 
1' echantillon suivant. Le volume total de reactifs et 
echantillon consomme est de l'ordre de 3 a 15 uL. 



Troisieme exemple : dosage d 'une espece reagissant A un 

colorant specifioue, par exemple 1' hydrazine en 

solution nitrigue 

Cet exemple, comme illustre sur les figures 
7a et 7b, decrit le dosage de 1' hydrazine en milieu 
nitrigue par le DMAB (dimethylaminobenzaldehyde) de 
maniere a mesurer des concentrations en hydrazine en 
solution acide sur trois decades de l'ordre de 0,001 a 
1 M. Cet exemple peut egalement etre utilise pour le 
dosages d'une espece en solution par un reactif lorsque 
30 des dilutions de l'ordre de 10 a 10000 sont 
necessaires . 
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L'echantillon d' hydrazine est introduit par 
une pompe peristaltique 60 avec un debit de 100 uL.min - 
l . Une vanne 61 est necessaire pour isoler la partie en 
amont de celle-ci 61 de 1' embranchement en forme de T 
5 67, relie d'une part au pousse-seringue 63 et d' autre 
part au capilaire 66. En effet, en 1' absence d'une 
telle vanne 60, lors d'une 1' introduction de reactif, 
la tuyauterie souple 62 pourrait se dilater sous les a 
coups de pression delivres par le pousse-seringue 63. 
10 Cet effet se traduirait par une moins bonne 
reproductibilite des mesures pour des intervalles de 
temps superieurs a une journee. Le detecteur est un 
capteur ponctuel, constitue de deux fibres optiques 64 
et 65 en regard a t ravers le capillaire 66, reliees a 
15 un spectrophotometre et une source de lumiere. Le 
reactif est une solution de DMAB a environ 0,1 M dans 
de l'acide nitrique 0,5 M. 

Lorsque l'on souhaite effectuer une 
analyse, la pompe peristaltique 60 est arretee, et la 
20 vanne 61 fermee. Comme dans le second exemple, on 
effectue, a l'aide du pousse-seringue 63, une serie de 
poussees du reactif a des debits de 1'ordre de 10 a 
1000 uL.min -1 suivis d'un temps d'attente. Une mesure 
par spectrophotometrie permet de controler l'absorbance 
25 afin de decider si une nouvelle poussee de reactifs est 
necessaire. Une fois le nombre de poussees necessaire 
obtenu, l'absorbance en un point du capilaire 66 est 
mesuree en fonction temps ecoule depuis 1' arret de la 
derniere poussee. Un calibrage prealable permet de 
donner une valeur de la concentration en hydrazine. 
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REVINDICATIONS 

1. ProcEde d' analyse d'un Echantillon 
liquide par injection de celui-ci dans une boucle de 

5 reaction couplee k des moyens d'eclairage et a des 
moyens de detection, caractdrisE en ce qu'il comprend 
les Stapes suivantes : 

- remplissage d'une boucle de reaction (42) 
par un volume minimal de 1' dchantillon k analyser, 

10 cette boucle de reaction formant un tuyau transparent 
auquel sont couples ces moyens de detection, 

- injection d r un volume fixe d' au moins un 
reactif dans la boucle de reaction (42) , 

- detection de niveaux de lumidre filtrEe k 
15 l'aide de ces moyens de detection (41), 

- Evacuation des rEactifs situEs dans la 
boucle de reaction (42) . 

2. ProcedE selon la revendication 1, dans 
20 lequel on detect e un gradient de concentration dans la 

boucle de reaction (42) • 

3* Proc6d<§ selon la revendication 1, dans 
lequel la boucle de reaction (42) est un capilaire 
25 transparent ou un canal microf luidique • 

4. ProcEdE selon la revendication 1, dans 
lequel 1' Evacuation des rEactifs situEs dans la boucle 
de reaction (42) est effectuee k l'aide de 
30 l'Echantillon restant. 
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5. Procede selon la revendication l, dans 
lequel 1' Evacuation des reactifs situes dans la boucle 
de reaction (42) est effectuee a 1' aide de 
1' Echantillon suivant. 

6. Procede selon la revendication 1, dans 
lequel le flux d' echantillon n'est pas interrompu ce 
qui permet une analyse en continu. 

7. Procede selon la revendication 1, dans 
lequel on injecte successivement des volumes fixes de 
reactifs pendant des intervalles de temps pre-definis. 

8. Procede selon la revendication 7, dans 
lequel on realise une serie de poussees de reactif a 
des debits de l'ordre de 10 a 1000 pL.min" 1 suivis d'un 
temps d'attente. 



9. Procede selon la revendication 1, dans 
20 lequel on realise une detection lineaire le long de la 
boucle de reaction (42) ce qui permet d'obtenir un 
releve spatial et temporel des reactions dans 
1' ensemble boucle de reaction + raoyens de detection. 

25 10 ♦ Procede selon la revendication 1, dans 

lequel on realise une detection ponctuelle en un 
endroit de la boucle de reaction (42) ce qui permet 
d'obtenir un releve temporel des reactions en un 
endroit de 1' ensemble boucle de reaction + moyens de 

30 detection. 
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11. Procede selon la revendication 10, dans 
lequel on utilise un capteur ponctuel apte a se 
deplacer le long de la boucle de reaction. 

12. Systeme d' analyse d'un echantillon 
liquide comprenant une boucle de reaction entre cet 
echantillon introduit par une entree (E) et au moins un 
reactif, et des moyens de detection, caracterise en ce 
que la boucle de reaction est constitute d'un tuyau 
transparent (42 ; 52 ; 66), et en ce que ledit systeme 
comprend un pousse-seringue (43 ; 55 ; 63) dont la 
sortie est reliee a la boucle de reaction permettant de 
delivrer dans cette boucle des doses de cet au moins un 
reactif, et des moyens d' eclairage permettant 

15 d'eclairer cette boucle de reaction de maniere a ce 
que les moyens de detection enregistrent des niveaux de 
lumiere transmise par ladite boucle apres filtrage. 

13. Systeme selon la revendication 12, dans 
20 laquelle le tuyau transparent est un capilaire 

transparent ou un canal micro-f luidique . 

14. Systeme selon la revendication 12, dans 
lequel les moyens de detection comprennent une barrette 

25 de diodes (41 ; 54) . 



15. Systeme selon la revendication 12, dans 
lequel les moyens de detection comprennent deux fibres 
optiques (64 ; 65) disposees de part et d' autre de la 
30 boucle de reaction. 
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16 • Systeme selon la revendication 12 
comprenant une pompe peristaltique (40 ; 60) permettant 
1' introduction de 1' echantillon . 

17. Systeme selon la revendication 12 
comprenant une micro-vanne (51 ; 61) disposee en amont 
de 1' introduction de 1' Echantillon dans la boucle de 
reaction • 

18, Systeme selon la revendication 12, dans 
un lequel un embranchement en forme de T est reliE 
respect ivement a l' entree (E) d' Echantillon, au pousse- 
seringue (43 ; 55 ; 63) et a la boucle de reaction 
(42 ; 52 ; 66) . 
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